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RESUMO
O melanoma ¢ uma forma altamente agressiva de cancer de pele, caracterizada por rapida
progressao e extensa disseminagdo metastatica. A transi¢do epitélio-mesénquima (TEM)
desempenha um papel fundamental no aumento da invasdo e metdstase do melanoma, e
as proteinas da familia SOX podem estar potencialmente envolvidas neste processo. Este
estudo tem como objetivo investigar o papel do fator de transcricdo SOX3 na TEM em
células de melanoma humano. Para isso, a linhagem celular de melanoma humano SK-
MEL-28 foi submetida a transfec¢gdo com um vetor de expressao SOX3 para avaliar o
impacto na expressao dos marcadores TEM, na viabilidade celular e migrag@o das células.
Os ensaios com o método MTT revelaram que a expressao de SOX3 nado afetou a
viabilidade celular. A analise da expressao génica, avaliada por qPCR, demonstrou
regulagdo negativa da E-caderina e da N-caderina, e uma regulacio positiva de Snail em
células com maior expressao de SOX3. Ademais, no ensaio de cicatrizagdo de feridas, a
maior expressao de SOX3 reduziu a migragao das células SK-MEL-28 em todos os
tempos avaliados. Os achados deste estudo sugerem um papel potencial da proteina
SOX3 na regulacdo da transicdo epitelial-mesenquimal (TEM) no melanoma. Foi
observado que o SOX3 tem o potencial de regular genes associados a este fenomeno,
sugerindo assim o envolvimento do SOX3 na progressdo do melanoma e fornecendo

insights sobre potenciais alvos terapéuticos para combater este cancer agressivo.

Palavras-chave: Melanoma; Transicdo Epitélio-Mesénquima; SOX3; N-caderina; E-

caderina.



ABSTRACT
Melanoma is a highly aggressive form of skin cancer, characterized by rapid progression
and extensive metastatic spread. Epithelial-mesenchymal transition (EMT) plays a key
role in increasing melanoma invasion and metastasis, and SOX family protein may be
involved in this process. This study investigates the role of the transcription factor SOX3
in EMT in human melanoma cells. For this, the human melanoma cell line SK-MEL-28
was subjected to transfection with a SOX3 expression vector to evaluate the impact of
expression on EMT markers, cell viability, and cell migration. Assays using the MTT
method revealed that SOX3 expression did not affect cell viability. Gene expression
analysis assessed by qPCR demonstrated downregulation of E-cadherin and N-cadherin,
and upregulation of Snail in cells with higher expression of SOX3. Furthermore, in wound
healing assays, SOX3 expression reduced the migration of SK-MEL-28 cells at all
evaluated time points. The findings of this study suggest a potential role of the SOX3
protein in regulating the EMT in melanoma. It has been observed that SOX3 has the
potential to regulate genes associated with this phenomenon, thereby elucidating the
involvement of SOX3 in the progression of melanoma and providing insights into

potential therapeutic targets to combat this aggressive cancer.

Keywords: Melanoma; Epithelial-Mesenchymal Transition; SOX3; N-cadherin; E-

cadherin.
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1. INTRODUCAO

O melanoma ¢ um tipo de cancer de pele decorrente da proliferacao excessiva de
melanocitos alterados e € responsavel por mais de 55 mil mortes por ano em todo o mundo
(TARC, 2023). A taxa de sobrevida em 5 anos para pacientes com melanoma ¢ de 98%
para tumores T1, enquanto pacientes com melanoma metastatico tém uma taxa de
sobrevida em um ano de aproximadamente 75% (Bolick; Geller, 2021; Scolyer et al.,
2020).

O melanoma ¢ um tumor altamente invasivo, classificado em estagios,
determinado pelo nivel de comprometimento das camadas da pele (Davis; Shalin; Tackett,
2019). Um evento significativo associado a esse comportamento invasivo ¢ a Transi¢do
Epitélio-mesénquima (TEM).

A TEM induz alteragdes fenotipicas nas cé€lulas epiteliais, causando a perda das
jungdes célula-célula e da polaridade apical-basal. As células adquirem uma morfologia
alongada semelhante a fibroblastos, aumentando suas capacidades migratorias e invasivas
(Shibue; Weinberg, 2017). A TEM ¢ frequentemente relacionada em células epiteliais,
mas alteracOes fenotipicas também foram observadas em tumores neuroectodérmicos,
como glioblastoma, neuroblastoma, que sdo semelhantes ao melanoma (Tang; Durand;
Caramel, 2020).

A transicdo epitélio-mesénquima ¢ uma via chave na diferenciacdo dos
melanocitos neoplésicos, levando a um fendtipo mais invasivo, aumentando o potencial
metastatico e a resisténcia aos medicamentos (Ma et al., 2023). O processo TEM ¢é
desencadeado por diferentes fatores de transcri¢ao (FTs), como Snaill, Zinc finger E-box
binding (ZEB) e proteinas da familia Twist. Esses FTs podem suprimir direta ou
indiretamente a expressao de marcadores epiteliais como E-caderina, Zo-1 e Claudina, ao
mesmo tempo que promovem a expressao de marcadores mesenquimais como N-
caderina, Fibronectina e Vimentina. (Shibue; Weinberg, 2017).

Pesquisas recentes confirmaram o papel significativo de outros fatores de
transcricdo na TEM. A familia de fatores de transcricado HMG Box relacionada ao SRY
(SOX) colabora com o Snail na promog¢do da TEM e invasdo celular (Lamouille ef al.,
2014). A familia SOX compreende mais de 20 genes com fungdes diversas, agrupados
em 8§ categorias. Dentre essas classificagdes, existe um subgrupo conhecido como SoxB,
subdividido em SoxB1 e SoxB2. SoxBl1 inclui fatores como SOX1, SOX2 ¢ SOX3,
enquanto SoxB2 inclui SOX14 ¢ SOX21 (Grimm et al., 2020).
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SOX3, membro do subgrupo SoxBl, ¢ um fator de transcricdo ligado ao
cromossomo X e apresenta semelhanca significativa com SRY (Castillo, Sanchez-
Cespedes, 2012). Estudos indicam sua funcionalidade no cancer, podendo atuar como
fator oncogénico, promovendo transformacdo em fibroblastos embrionarios e
comportamento maligno em diferentes tipos de tumores (Xia et al., 2000). Também ha
evidéncias de um comportamento mais agressivo em alguns tumores especificos, como
cancer de mama, carcinoma escamoso esofagico, glioblastoma e osteossarcomas (Guo et
al.,2018; Li et al., 2013; Vicentic et al., 2019; Silva et al., 2022).

As descobertas recentes destacam a complexidade e o papel multifacetado de
SOX3 na regulagdo, desenvolvimento, € contexto tumoral e, torna necessario estudos que
investiguem o comportamento de células neoplasicas frente a maior ou menor expressao

das proteinas da familia SOX, em especial a proteina SOX3.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Melanoma

Os melandcitos, sdo células originadas da crista neural, sdo caracterizadas por
serem cé€lulas produtoras de pigmento (Wang et al., 2022). Sido encontrados
principalmente na epiderme e foliculos pilosos da pele. Sua principal fun¢do ¢ produzir
granulos de melanina (Belote ef al., 2021). A melanina € a responsavel por determinar a
cor da pele, olhos e outros, sendo responsavel pela protecao contra radia¢ao ultravioleta
(UVR), por ser fotoprotetora para os tecidos (Li et al., 2022). A mutacdo de genes
especificos, como por exemplo BRAF, RAS, P53, nos melanocitos podem induzir a uma
proliferacdo dessas células de forma alterada de modo que causem uma formagao tumoral
(Slominski et al., 2022).

Sendo assim, o melanoma ¢ um tipo de cancer de pele, que se da por uma
prolifera¢io exacerbada desses melandcitos alterados (Bolick, Geller, 2021). E um céncer
classificado em 5 categorias histologicas, que sdo: melanoma de propagagado superficial,
que esta relacionamento a uma exposicao intermitente ao sol; melanoma nodular, mais
comum no tronco ¢ membros de pessoa a partir dos 60 anos; melanoma lentiginoso
maligno, que estd relacionado a exposicao solar a longo prazo e envelhecimento;
melanoma lentiginoso acral, afeta principalmente os dedos, palmas das maos e planta dos
pés; e melanoma desmoplasico, surge na cabega e pescoco e pode ser amelandtico
(Rastrelli et al., 2014, Schadendorf et al., 2015).

O melanoma ¢ considerado uma doenca multifatorial, podendo ter como fatores e
risco: exposicdo a UVR, tipo de pele, bronzeamento artificial, histérico genético,
historico anterior de nevos (Dzwierzynski, 2021). Além disso, a partir do sequenciamento
do melanoma foi caracterizada uma classificagdo molecular para esse tipo de tumor. A
classificagdo ¢ feita a partir das mutagdes mais frequentes que sao: BRAF, NRAS, RAS,
KIT, P53, NF1 (Timar; Ladanyi, 2022).

2.1.1 Epidemiologia

Segundo as estimativas do Global Cancer Observatory (GCO), a incidéncia do
melanoma em 2020 no mundo, em ambos os sexos ¢ em todas as idades foi de 324.635

pessoas. Estima-se que até 2040 a incidéncia sera de mais de 510 mil pessoas acometidas
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pela doencga. No Brasil, segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA), o melanoma
representa 4% das neoplasias de pele, a estimativa de novos casos no Brasil em 2022, foi
de 8.980, em ambos os sexos. Enquanto em 2021, houve 1.832 mortes devido a doenga.
A taxa de sobrevida em 5 anos para pacientes com melanoma ¢ de 98% para tumores T1,
na classificacdo TNM onde T indica a extensdo do tumor, enquanto pacientes com
melanoma metastatico t€ém uma taxa de sobrevida em um ano de aproximadamente 75%

(Bolick; Geller, 2021; Scolye et al., 2020).

2.1.2 Diagnéstico
O diagnostico do melanoma, se da pelo conjunto das caracteristicas clinicas em

conjunto com a histopatologia e imuno-histoquimica (Elder et al., 2020). As
caracteristicas clinicas sdo apresentadas pelo critério “ABCD”, que foi desenvolvido em
1985. O “ABCD” sao siglas para: assimetria, bordas irregulares, variagdo de cor e
didmetro >6mm (Rastrelli et al., 2014). Para caracterizar o tumor melanocitico, ¢
utilizado marcadores imuno-histoquimicos, que ndo sdo expressos por outras linhagens
celulares. Para marcacao dos melandcitos ¢ utilizado Melan-A, mas além desse marcador
sdo indicados: SOX10; Ki-67; B-catenina (Teixido et al., 2021).

Dentre as avaliagdes histologicas do melanoma, destaca-se o seu potencial
invasivo local. O melanoma ¢ um tumor altamente invasivo, com isso seu comportamento
¢ classificado em 5 niveis, sendo o nivel 1 as células permanecem na epiderme, no nivel
2 ha uma infiltra¢dao de ninhos celulares na derme, no nivel 3 as células do melanoma se
expandem na regido papilar da derme, no nivel 4 ¢ quando ocorre uma invasao na derme
reticular e no nivel 5 ocorre uma invasio na gordura subcutanea (Figura 1) (Davis, et al.,
2019).

Na analise histopatoldgica utiliza-se de dois pardmetros sendo: o nivel de Clark e
o indice de Breslow. O nivel de Clark, foi proposto em 1969, onde estratifica o tumor em
cinco niveis, indicando invasdo e correlacionando com a sobrevida do paciente. Ja o
indice de Breslow, que foi proposto em 1970, mede a espessura do tumor em milimetros,
relacionando-o a profundidade da célula neoplasica e também tem importancia
prognostica (Balch et al., 2001).

A categoria T (tumor), ¢ dividida em 4 grupos sendo T1 a T4, e eles se baseiam na
espessura do tumor e reflete também esse carater invasivo. Cada categoria ¢ subdividida

em a e b, indicando a auséncia ou presenca de ulceracdao. Outros fatores prognosticos na
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analise histopatologica sdo: o subtipo da lesdo, se ha presenca de ulceragdo, indice de taxa
mitdtica, infiltracdo na derme e se ha ndédulos metastaticos em linfonodo (Scolyer et al.,
2020). Dentro desse comportamento invasivo, tem-se destacado o estudo do fendmeno de
transi¢do epitélio-mesénquima que induz alteragdes fenotipicas nas células epiteliais,
causando a perda das juncdes célula-célula e da polaridade apical-basal. Na sequéncia as
células adquirem uma morfologia alongada semelhante a fibroblastos, aumentando sua

capacidade migratéria e invasiva (Shibue; Weinberg, 2017).
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Figura 1 - A espessura do tumor é medida desde a superficie da pele até a parte mais profunda do tumor.

Fonte: Adaptado de Bethesda, MD: Instituto Nacional do Cancer.

2.1.3 Estudos in vitro em melanoma

O melanoma ¢ uma das neoplasias mais estudadas, e para que seja feita a
contribuicao para reducao e substituicao dos experimentos in vivo, se tornou necessario
sua pesquisa utilizando outras técnicas, como por exemplo as técnicas in vitro. Os estudos
utilizando cultura de células imortalizadas tem sido importante para se obter uma maior
compreensdo da biologia dessa doenca (Marconi et al., 2018). Os modelos in vitro de
melanoma, tem sido utilizado principalmente para caracterizagdo genica e proteica,

citotoxicidade, proliferagdo, imunossupressdo e para ensaios de migra¢do (Michielon,
Gruijl, Gibbs, 2022).
2.2 Transicao epitélio-mesénquima

Em 1980, surgiu a ideia que as células epiteliais podiam regular negativamente

suas caracteristicas e adquirir caracteristicas de um fenotipo mesenquimal. Inicialmente
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esse fendmeno foi descrito como “Transformagao epitelial para mesenquimal” (Figura 2)
(Lamouille et al., 2014). Atualmente, esse fendmeno ¢ conhecido como “Transi¢dao
Epitélio-Mesénquima” (TEM), foi inicialmente identificado como um processo que
ocorre durante a embriogénese. A TEM ¢ ativada durante a gastrulagdo, onde as células
se separam da camada epibléstica e migram para um local especifico dentro do embrido
(Debnath et al., 2022).

No individuo adulto, essas mudangas morfologicas do processo da TEM, estdo
associadas a processos de cicatrizagdo de feridas, na diferenciagdo de células, na
progressdo do cancer (Gonzalez; Medici, 2014, Zhang; Weinberg, 2018).

No cancer, a TEM pode estar associada a sinais especificos liberados por células
estromais que compdem o microambiente tumoral (Shibue; Weinberg, 2017). A TEM,
esta associada a perda ou reducdo de expressao de genes como a E-caderina (E-CAD),
molécula responsavel pela adesdo célula-célula, polaridade apical-basal. Esse evento,
também ¢ regulado por diversos Fatores de transcri¢ao (FTs), RNAs ndo codificantes,
moduladores epigenéticos (Chen et al., 2017).

A E-caderina ¢ uma importante molécula de adesdo celular, expressa
principalmente por células epiteliais, também possui mecanismos associados a supressao
tumoral. Sua regula¢do negativa ou inativacdo € observada principalmente durante a
progressao tumoral (Serrano-Gomez, Maziveyi, Alahari, 2016). No melanoma, a
expressao dessa molécula de adesdo além de ser responsavel pela adesdo das células,
também auxiliam no contato funcional dos melanécitos em queratindcitos, e esse contato
¢ um dos responsdveis por controlar a proliferacdo e a diferenciacdo de melanocitos
(Johnson, 1999).

A N-caderina estd ligada a caracteristicas mesenquimais das células, e foi
observado sua superexpressdo principalmente em tumores invasivos e metastaticos. No
que diz respeito a progressdo tumoral, além de estar associado a um perfil mais
mesenquimal, também estd envolvida na apoptose e angiogénese (Kaszak et al., 2020). A
troca de caderinas ¢ muito conhecida nos tumores epiteliais, isso ocorre quando ha uma
diminui¢do de E-cad e um aumento de N-cad. Mas, nos melanocitos, a N-cad pode ser
regulada de forma independente, ou seja, sem que haja troca de caderinas, sendo assim, a
regulacdo de uma pode ndo levar a alteracdo da outra caderina (Hao et al., 2012).

Fatores de transcrigdo, sdo proteinas que se ligam em regides especificas ou
promotores para ativar os reprimir a transcri¢gdo de um gene especifico (Gilbert, 2000).

Os FT’s mais comumente associados ao fendmeno da TEM sdo, Snail (Family
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Transcriptional repressor) e ZEB (Zinc-finger E-box Binding). Esses TFs regulam genes
sendo por meio da ativagdo ou repressao desses genes, podendo suprimir direta ou
indiretamente a expressdo de marcadores epiteliais como E-caderina, Zo-1 e Claudina, ao
mesmo tempo que promovem a expressao de marcadores mesenquimais como N-
caderina, Fibronectina e Vimentina (Shibue; Weinberg, 2017).

A familia Snail sdo fatores de transcricao que desempenham papéis na TEM. Sua
acdo como transcritor esta envolvido na supressao da transcricdo de E-caderina(Serrano-
Gomez, Maziveyi, Alahari, 2016). No tumor, Snail é regulado por vérios sinais que sdo
encontrados no microambiente tumoral. Snaill, membro dessa familia, esta envolvido
com inducao de fenotipos metastaticos de cancer de mama e carcinoma hepatocelular
(Gonzalez and Medici, 2014).

A TEM ¢ frequentemente relacionada em células epiteliais, mas alteragdes
fenotipicas também foram observadas em tumores neuroectodérmicos, como
glioblastoma e neuroblastoma, que sdo semelhantes ao melanoma. Durante o
desenvolvimento do embrido, as células da crista neural, da regido do tronco, geram
células diferentes, uma dessas células sdo os melanocitos. A migra¢do dessas células
envolve a participagdo de TFs, principalmente SNAIL2 (SLUG) e ZEB2 (Tang et al.,
2020).

A transicdo epitélio-mesénquima ¢ uma via chave na diferenciacdo dos
melandcitos, levando a um fendétipo mais invasivo, aumentando o potencial metastatico e
a resisténcia aos medicamentos (Ma et al., 2023). A transi¢do fenotipica do melanoma foi
descrita a partir de duas alteracdes distintas, onde uma prolifera rapidamente e invade
pouco, enquanto a outra prolifera pouco e invade muito (Pedri et al., 2022).

Diversas interagdes no microambiente tumoral do melanoma, influenciam na sua
transicdo para um melanoma mais agressivo e invasivo. Os melanécitos do tumor que
adquirem caracteristicas mais mesenquimal tendem a aumentar sua capacidade de
migracdo, invasdo, além de regular negativamente a apoptose (Pearlman et al., 2017).

Pesquisas recentes confirmaram o papel significativo de outros fatores de
transcri¢gdo na TEM, como por exemplo a familia de transcritores SOX. Essa familia de
fatores de transcri¢do colabora com o Snail na promoc¢do da TEM e invasao celular

(Lamouille; Xu; Derynck, 2014).
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Figura 2 - A transicdo epitélio mesénquima no melanoma ocorre com a transformagao da morfologia dos

melanécitos para um fendtipo mais mesenquimal. A reducdo da expressdo de marcadores epiteliais sugere

uma perda de carater similar ao epitelial, enquanto o aumento da expressdo de marcadores mesenquimais
facilitam a migragdo, invasdo e metastase.

Fonte: Adaptado de: Pearlman, et al., 2017.

23 Familia SOX

A descoberta do gene Sex Determining Region Y (SRY) em 1990 foi de extrema
importancia para compreender o desenvolvimento dos testiculos em mamiferos. Esse
gene possui um dominio High Mobility Group (HMG-box), que se liga ao DNA em uma
sequéncia especifica. As proteinas que possuem 50% de semelhanga de aminoacidos com
o dominio HMG do SRY sdo denominadas proteinas Sry-related HMG box (SOX)
(Sreenivasan et al., 2022).

A familia de fatores de transcri¢do (FT) SOX, contém mais de 20 genes, com
diferentes funcdes que sdo classificados em 8 grupos de A-H, podendo ter subgrupo,
como ¢ o caso do grupo SoxB, que ¢ subdividido em SoxB1 e SoxB2 (Grimm ef al.,
2020), como pode-se ver na figura 3. Seus grupos, se baseiam na estrutura, perfil de

expressao e semelhanga entre as proteinas que sdo codificadas (Stevanovic ef al., 2021).
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Figura 3 - Classificac@o e estrutura da familia SOX.

Fonte: Adaptado de Hu et al.,, 2019.

Os FTs da familia SOX exercem fungdes unicas em diferentes células, além de
regular diferentes eventos no mesmo tipo de célula (Stevanovic et al., 2021). Através da
modulagdo genética, SOX possui papel no destino celular desde a embriogénese até o
adulto. Esses genes, estdo envolvidos na homeostase tecidual, diferenciagdo celular,
desenvolvimento do sistema nervoso central, determinagdo do sexo (Pouremamali ef al.,
2022).

Apesar do papel fisiologico das proteinas membros da familia SOX, quando ha
uma desregulacdo desses genes ha implicagdes clinicas importantes. Sua mutagdo pode
gerar ma formacgao da estrutura do olho, retardo mental, dismorfia esquelética (Dong et
al., 2004). Além disso, esse FTs, sdo de extrema importincia no desenvolvimento,
progressao, invasao e metastase de alguns tipos de cancer (Dehshahri et al., 2021).

Os membros da familia SOX, podem atuar como oncogenes ou supressores de
tumor. Em diversos tipos de cancer, podem regular a proliferagcdo e diferenciagdo celular,
apoptose, angiogénese, entre outros processos biologicos importantes (Figura 4) (Thu et
al., 2014). Dentre os grupos de fatores de transcri¢do SOX, encontramos o grupo SoxB,
que ¢ subdivido em SoxB1 e SoxB2. Sendo que o subgrupo SoxB1 inclui os fatores

SOX1, SOX2 e SOX3, enquanto o SoxB2 inclui SOX14 e SOX21. Estudos que
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investigaram o envolvimento do grupo SoxB1 em tumores, obtiveram resultados que
indicaram que a superexpressao ou o silenciamento dessas proteinas, tem agcdo supressora

ou promotora do tumor (Dong et al., 2004).
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Figura 4 - Envolvimento da SOX em diferentes tumores. Onde as setas indicam a regulacéo de cada FT
no tipo de neoplasia.

Fonte: Grimm, et al., 2020.

2.3.1 SOX3

SOX3 esta envolvido na formacdo do eixo hipotalamo-hipofise e do sistema
nervoso central (Stevanovic ef al., 2021). Além disso, esse FT esta envolvido em
sindromes genéticas, condi¢des de retardo mental, deficiéncia no hormonio do
crescimento e pan-hipopituitarismo (Sreenivasan et al., 2022). Por outro lado, a fungao
de SOX3 ndo se limita apenas ao sistema nervoso central. SOX3 também atua na
regulagdo positiva de vias apoptoéticas (Dehshahri ef al., 2021).

Em 2000, Xia e colaboradores, demonstraram que SOX3 pode levar a uma

transformag¢do oncogénica de fibroblastos embriondrios de galinha, podendo
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desempenhar um papel na tumorigénese (Xia et al., 2000). Além de um fator oncogénico,
SOX3 pode ser direcionado para suprimir a progressao do cancer, podendo ser
considerado um possivel fator prognostico no cancer (Abadi ef al., 2021). No entanto,
estudos subsequentes associaram sua presenga a um comportamento mais agressivo em
tipos especificos de tumores, promovendo aumento da sobrevivéncia, migragao e invasao
celular (Grimm et al., 2020).

Estudos em diferentes tipos de tumores, tém relatado alteragdes na expressao e
fun¢do de SOX3. No cancer de mama, foi observado que o miR-483 pode suprimir a
proliferacdo de células através do direcionamento do SOX3 (Cui et al., 2019). Em
carcinoma escamoso esofagico, foi visto que a superexpressao de SOX3 foi associado a
metastases de linfonodo regional (Li ef al., 2013). No glioblastoma, observou-se que a
expressao de SOX3 é maior do que em tecidos saudaveis, indicando que esse FT pode
promover um comportamento maligno das células de glioblastoma (Vicentic et al., 2018).
Em osteosarcomas, foi visto uma relagdo entre Sox3 e Snail, podendo indicar que SOX3

seja um possivel regulador da TEM (Qiu et al., 2017).

3. Justificativa

O presente trabalho pode auxiliar na compreensao do fator de transcricdo SOX3 e

sua relacdo com a transi¢ao epitélio-mesénquima em tumores originados de melandcitos.

4. Objetivos
4.1 Objetivo geral

Investigar a participacdo da proteina SOX3 na regulag¢do da transi¢cdo epitélio-

mesénquima, em modelo in vitro de melanoma.

4.2 Objetivos especificos
1. Determinar a expressdo génica de SOX3 em modelo in vitro, de células SK-MEL-

28, por meio da técnica de RT-PCR.
2. Quantificar e imunolocalizar, a expressao da proteina SOX3, apos a transfeccao
com vetor de expressao para SOX3 em modelo in vitro SK-MEL-28, por meio da

técnica de imunofluorescéncia,
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3. Determinar a viabilidade celular, em modelo in vitro SK-MEL-28, apos
transfec¢do com vetor de expressao para a proteina SOX3 pela técnica de MTT.

4. Quantificar a expressdo de genes relacionados a TEM (E-caderina, N-caderina e
Snail), em modelo in vitro SK-MEL-28, apés transfeccdo com vetores de
expressao para as proteinas SOX3, por meio da RT-qPCR,

5. Identificar a expressdo das proteinas E-caderina e N-caderina, em modelo in vitro
SK-MEL-28, apds a transfeccao com o vetor de expressao para a proteina SOX3,
por meio da técnica de imunofluorescéncia,.

6. Quantificar a atividade migratoria, em modelo in vitro SK-MEL-28, apos a
transfeccdo com o vetor de expressao para a proteina SOX3, por meio da técnica

de ensaio de cicatrizacao de feridas.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Caracteristicas do modelo experimental in vitro

A linhagem celular de melanoma humano SK-MEL-28, é proveniente de um
melanoma cutaneo de pele, de sitio primério, de um homem, 51 anos, caucasiano. Possui
mutagdes como, BRAF, MAPK1, TP53. Além disso, pertence a uma série extensa de
linhagem de melanoma. Sdo células de adesdo e possuem morfologia poligonal. E
considerada uma linhagem celular adequada para realizagdo de transfeccdo celular

(ATCC, 2024).

5.2 Cultivo celular

A linhagem celular de melanoma humano SK-MEL-28 (ATCC® HTB-72™),
proveniente da American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA), foram
gentilmente cedidas pela pesquisadora Patricia Possik, do grupo de Biologia Funcional
de Tumores do INCA-RJ. As células foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, U.S.A)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO,
U.S.A) e 0,5 % de antibiotico-antimicético (Anti-anti) (Gibco-Thermo-Fisher, Waltham,
MA, USA). Foram mantidas em estufa de atmosfera imida com 5% de CO; a temperatura

de 37°C no Laboratério do Comportamento Celular (LCC). Foi feita a expansdo e o
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congelamento do estoque de celular. Para realizagdo dos experimentos as células foram

utilizadas quando apresentavam 70-80% de confluéncia.

5.3 Descongelamento e expansao das linhagens celulares

Para expansao e realizagdo dos experimentos, aliquotas das linhagens celulares
previamente congeladas e armazenadas a -80°C foram descongeladas, transferidas para
tubo Falcon com 5 mL de meio DMEM e centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos, em
seguida procedeu-se com o descarte do sobrenadante, ressuspensdo com 10 mL de meio
completo e transferéncia para placa de 100 mm, mantidas em estufa nas condigdes ja
descritas. Durante esta fase de expansao o crescimento das cé€lulas foi acompanhado
diariamente, com troca do meio a cada 24 horas.

Ap6s as células atingirem uma confluéncia de 70-80%, o meio foi retirado, e a
monocamada de células foi lavada com PBS 1X estéril. Apos a lavagem das células foi
adicionado tripsina a 0,25% (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA) seguida de
incubacao por 2 minutos em estufa a 37°C, para o destacamento da monocamada de
células aderidas a placa. Apds a tripsinizagdo, com o objetivo de inativar a tripsina, foi
adicionad o dobro de meio contendo SFB. Para contagem e plaqueamento das células, as
mesmas foram centrifugadas em temperatura ambiente por 5 minutos a 1000 rpm e
ressuspendidas em 2 mL de DMEM completo (com 10% de SBF) e retirada uma aliquota
de 50 pL para a contagem manual, utilizando a Camara de Neubauer. Apds a contagem
das células, a quantidade de células que foram semeadas na placa foi dependente da placa

utilizada, sendo 5X10° em placa de 96 pogos e 5,5X10%em placa de 24 pogos.

5.4 Vetor de expressiao SOX3

O vetor de expressao da proteina SOX3 em sistema de mamiferos foi produzido
no Laboratorio de Biologia Molecular da Universidade de Akron EUA, e sdo mantidos
em banco de vetores para a familia SOX3 na Universidade de Walsh, em North Canton
em Ohio, e foram gentilmente doados pelo pesquisador Dr. Adam Underwood. A amostra
de DNA utilizada para amplificagdo do gene SOX3 foi adquirida da empresa Thermo,
com o numero de catalogo: MHS627846-202857278 (California — EUA), e os primers
para sua amplificagdo, a temperatura de anelamento utilizada na reacdo de PCR e as

enzimas de digestdo utilizadas para a digestdo do fragmento estdo listados na Tabela 2.
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Tabela 1 - Primer para clonagem e condi¢des de anelamento para SOX3.

SOX Sequéncia dos pimers T(a) Enzimas de pEF1-
gene °C restricao vector
para frame
clonagem
SOX3 AAAGAATTCTCCGATGTGGGTC 59.8 BamHI e A
Right AGCGGCA EcoRi
Primer
SOX3 ATAGGATCCGGAATGCGACCTG  59.8 BamHI e A
Left TTCGAGAGA EcoRi
Primer
Fonte do DNA gendmico para amplificagdo do gene SOX3: Thermo: MHS6278202857278 — California —
EUA

O vetor utilizado para ligagdo, transformac¢do bacteriana e posterior purificagao
para a transfec¢do celular foi o pEF1/MycHis (Figura 1), e o gene foi clonado no vetor

utilizando-se a janela de leitura A (Tabela 2).
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Figura S - Vetor de expressdo pEF1/Myc-His utilizado para clonagem de SOX3.
Fonte: Disponivel em: https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/L.SG/manuals/peflmychis_man.pdf

5.5 Transfecciao das células SK-MEL-28 com o vetor pEF1/Myc-His/SOX3 e
vetor vazio pEF1/Myc-His

Ap6s 24 horas do plaqueamento, e com uma confluéncia de 70 % as células foram
divididas em trés grupos distintos: grupo controle, representado por células selvagens sem
transfe¢ao (CTR), grupo controle transfectadas com vetor vazio pEF1/MycHis (CV) e
grupo transfectadas com pEF1/MycHis/SOX3 (SOX3). Para a transfeccao, foi utilizado
o kit de transfeccdo Lipofectamine™ 3000 Transfection Reagent (Invitrogen Life

Technologies, Carlsbad, CA, EUA).


https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/pef1mychis_man.pdf
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A preparacdo dos reagentes para a transfeccao foi realizada seguindo as etapas: 1)
dilui¢do de Lipofectamine® em tubo contendo meio OPTI- MEM™ (Thermo Fisher
Scientific, Grand Island, Nova York); 2) em outro tubo foi adicionado 25 pL de meio
OPTI- MEM™, Reagent plus P3000®, e de DNA plasmidial; 3) ap6s 15 min as solugdes
dos dois tubos foram unificadas e reencubadas por mais 15min. As quantidades de
reagente ¢ DNA plasmidial estao descritas na tabela 3.

Apos esse tempo, o meio foi removido das placas, e a monocamada de células foi
lavada com PBS 1X estéril, e apds essa lavagem foi adicionado o mix de transfec¢do em
cada pogo, completando o volume do pogo de 400 uL com meio OPTI-MEM™ sem SFB.
Ap6s 4 horas de incubagdo, os pocgos foram suplementados com 10% de SFB. As células
foram incubadas por 24 horas, apos esse periodo, as células foram utilizadas em
protocolos de imunofluorescéncia, viabilidade pelo método de MTT, avaliacdo da

expressao de genes da TEM e ensaio de migragdo celular.

Tabela 2 - Quantidade utilizada de cada reagente do kit Lipofectamine® para transfec¢ao de acordo com
o nimero de pogos de cada placa.

Pocos Lipofectamine P3000 DNA OPTI-
plasmidial MEM™

96 pogos 0,3 uL p/ pogo 0,4 uL p/ pogo 200 ng 20 ulL

24 pogos 1 uL p/pogo 1 uL p/pogo 500 ng 25 ulL

5.6 Imunofluorescéncia em células transfectadas

A imunofluorescéncia foi realizada para confirmar a superexpressao e localizagao
da proteina SOX3, assim como para avaliar a expressao e localizagdo das proteinas E-
caderina e N-caderina, ap6s o protocolo de transfecgao.

Antes de realizar o plaqueamento das células, as laminulas de vidro de 13 mm
passaram por um processo de lavagem e esterilizacdo. As laminulas foram colocadas em
solucdo de dgua com sabdo neutro e deixadas de molho overnight. Apds o molho as
mesmas foram enxaguadas em agua corrente, retirando todo o sabdo e possiveis sujidades.
Foi preparado uma solugao contendo 50% de alcool etilico e 50% de éter e novamente as
laminulas foram deixadas de molho overnight. No dia seguinte as laminulas foram secas
uma por uma, utilizando lengo de papel macio. Ao serem secas as laminulas foram

colocadas em uma placa de petri com o fundo forrado com papel manteiga. A esterilizagao



33

das laminulas foi realizada em micro-ondas na poténcia 30W, durante 3 minutos com a
tampa da placa aberta e novamente por 3 minutos com a tampa da placa fechada.

As laminulas estéreis foram colocadas nos pocos da placa de 24 pogos, dentro da
capela de fluxo laminar. Em seguida as células foram semeadas sobre as laminulas, desta
forma as células aderiram e cresceram na superficie das laminulas. Apds 24 horas de
incubagao, as células passaram pelo protocolo de transfec¢ao descrito no item 5.5.

ApO6s 24 horas da transfecg¢ao, foi iniciado o protocolo de imunofluorescéncia. Foi
retirado o meio dos pogos e eles foram lavados com PBS. As células foram fixadas em
solucdo de formalina a 4% em PBS e incubadas por 20 minutos em temperatura ambiente.
Apos a fixagdo com a formalina os pocos foram lavados 3 vezes com PBS. Em seguida
as cé€lulas foram permeabilizadas com solu¢do de triton 0,1% em PBS, e incubadas em
temperatura ambiente por 3 minutos e lavadas novamente por 3 vezes com PBS. Apés a
permeabilizacdo, o bloqueio da peroxidase endogena foi realizado com solugdo de BSA
a 2% em PBS e incubados por 30 minutos, e ao término do bloqueio os pogos foram
lavados 3 vezes com PBS por 5 minutos. O anticorpo primario anti-Goat SOX3
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), anticorpo primario anti-mouse E-
cadherin (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e anticorpo primario anti-
mouse N-cadherin (Dako North America; Via Real Carpinteria, CA, USA) foram diluidos
em PBS/BSA 2% na concentragdo de 5 pg/mL, 1:200 e 1:50 respectivamente. Para a
marcagdo de SOX3 as laminulas foram retiradas da placa e colocadas em contato com 30
pL do anticorpo e incubadas por 4 horas em camara imida. Apo6s o tempo de incubagao
com o anticorpo primadrio, as laminulas foram colocadas novamente nos pogos ¢ foram
lavadas 3 vezes com PBS por 5 minutos, quando houve dupla marcagao de SOX3 com E-
cadherin ou N-cadherin as laminulas foram incubadas overnight. Ap6s o tempo de
incubacao as laminulas foram lavadas 3 vezes com PBS. As laminulas foram novamente
retiradas dos pogos e foram incubadas por 1 hora com 30 pL do anticorpo secundario
Donkey anti-Goat Alexa Fluor 568 (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA),
diluido em PBS/BSA 2% na concentra¢do de 8 pg/mL. Apds o tempo de incubacdo as
laminulas foram colocadas na placa e lavadas 3 vezes com PBS por 5 minutos. As
laminulas foram novamente retiradas dos pogos e foram incubadas por 1 hora com 30 puL
do anticorpo secundario Goat anti-Mouse Alexa Fluor 488 (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, EUA), diluido em PBS/BSA 2% na concentragdo de 8 pg/mL. Apos o
tempo de incubagdo as laminulas foram colocadas na placa e lavadas 3 vezes com PBS

por 5 minutos. Em seguida as laminulas foram incubadas por 1 minuto em 30 pL de
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solu¢do de DAPI (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), diluido em PBS
na concentracao de 1 pg/mL. Os processos de incubacao com o anticorpo € com o DAPI
foram realizados protegendo as laminulas da luz. Novamente as laminulas foram
colocadas na placa e lavadas com PBS por 3 vezes de 5 minutos. Apds o tltimo processo
de lavagem, as células foram montadas em lamina utilizando Hydromount (National
Diagnostics, Georgia, EUA) e foram observadas em microscopio de fluorescéncia. O

método foi realizado em triplicata.

5.7 Quantificacido da fluorescéncia

Para a imunolocaliza¢do e quantificagdo da expressdao da proteina SOX3, foram
capturadas 15 imagens representativas de cada grupo no microscopio de fluorescéncia,
num aumento de 400x, através do ZEN Software (ZEISS ZEN core, Carl Zeiss
Microscopy, Germany). A Intensidade de Fluorescéncia foi definida com base no grupo
controle e utilizada para a captura de todos os grupos, a fim de garantir o mesmo tempo
de exposicdo para todas as condi¢des. Para mensuragdo da quantidade de fluorescéncia
por foto foi utilizado o software ImageJ (U. S. National Institutes of Health, Bethesda,

Maryland, USA) e a seguinte formula para retirada de background das imagens:

Fluorescense intensity = Integrated - (Total area x Mean value background)

A quantificagdo da expressio de SOX3 foi baseada na intensidade de
fluorescéncia emitida nas fotos capturadas dos grupos avaliados. As imagens foram

avaliadas em 8 bit.

5.8 Avaliacao da viabilidade celular através do método MTT

Para avaliar a citotoxicidade do protocolo de transfecgdo com o vetor de expressao
para a proteina SOX3 foi realizado o ensaio com MTT (3-(4,5-dimethylthi-azol-2-yl)-
2,5-diphenyl-tetrazolium bromide) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Ap6s o periodo de 24 horas da transfec¢do, utilizando uma bomba de véacuo foi
retirado o sobrenadante da placa e adicionada 100 pL de solugdao de MTT (SigmaAldrich,
EUA) na concentragao 0,25 mg/mL, diluido em meio DMEM. A placa foi incubada

novamente por 4 horas, ao abrigo da luz. Apos incubacao, o sobrenadante foi retirado e
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adicionou-se 100puL de Dimetilsulfoxido (DMSO, Synth, Sdo Paulo BR) em cada poco
para a solubilizacdo dos cristais de formazan. Foi feita a leitura da absorbancia em
aparelho leitor de microplacas (SpectraMax 190 absorbance microplate reader, Molecular
Devices Corp., Sunnyvale, CA.) num comprimento de 570 nm. Com a obten¢do dos
valores de absorbancia foi realizada a corre¢do com a diminui¢ao do valor da leitura do
branco e determinag¢do do percentual de viabilidade celular, sendo o valor do controle
dado como 100%. Foi realizada a amostragem em triplicata, em trés experimentos

independentes.

5.9 Extraciao de RNA total com o vetor de expressio para SOX3

Para avaliar a expressao génica de SOX3, CDH1 (E-cad), CDH2 (N-cad), Snail e
dos normalizadores GAPDH e¢ RPS28 realizou-se a extracdo de RNA total das células
SK-MEL-28. Ap6s 24 horas da transfeccao em placa de 24 pocos, o sobrenadante foi
retirado e centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos. Em cada pogo foi colocado 300uL de
Trizol® (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). Apds a agdo do Trizol, a
solugdo foi retirada dos pogos e colocada em microtubos de 2 mL, contendo o pellet
obtido da centrifugagdo do sobrenadante. A extragao do RNA total foi feita de acordo com
o protocolo do fabricante, sem modifica¢des. Ao final da extragdo de RNA o pellet foi
ressuspendido em 50uL de agua estéril livre de DNAse ¢ RNAse, e as amostras foram
quantificadas utilizando Nanodrop (NanoDrop Lite Thermo Fisher Scientific,

Wilmington, Delaware, EUA).

5.10 Transcricao reversa e PCR convencional

A sintese de cDNA foi realizada utilizando o kit High-capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems™, Foster City, CA, EUA) sem modificacdes e
seguido as recomendag¢des do fabricante, em um volume final de reagdo de 20 puL. O mix
foi submetido a incubagdo de 10 minutos a 25 °C, seguido de 2 horas a 37 °C e por fim 5
minutos a 85 °C no termociclador MiniAmp™ Plus Thermal Cycler (Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, Delaware, EUA).

As reacdes de PCR convencional foram realizadas em termociclador modelo
MiniAmp™ Plus Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, Delaware,

EUA) nos seguintes ciclos: Estagio 1: Desnaturagdo Inicial: 1 ciclo de 94°C/1 min.



36

Estagio 2: Desnaturagdo, Anelamento e Extensdo: 40 ciclos de 94°C/15 seg., 57°C/15
seg., 72°C/15 seg. Estagio 3: Extensdo Final: 1 ciclo de 92°C/5 min. Os primers utilizados

nas reagdes encontram-se na tabela 4.

Tabela 3 - Primers utilizados na reagdo de PCR. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para a reagéo de
PCR para a amplificag@o especifica dos genes alvos.

Gene Forward primer (5°-3’) Reverse primer (5°-3’) GenBank
Accession
number
GAPDH TGGGTGTGAACCATGA GAGTCCTTCCACGATAC NM 001289746
GAAG CAAAG A
SOX3 GTTGGGACGCCTTGTT TCGCTGCTCCTGACTTA  NM 005634.2
TA T

5.11 Eletroforese apos a RT-PCR

Os produtos da RT-PCR convencional foram identificados por eletroforese em gel
de poliacrilamida 8%. Para isso, utilizou-se 10,5 mL de dgua MilliQ, 4 mL de tampao
TBE 5%, 5,33 mL de solugdo estoque de acrilamida 30%, 200 puL de persulfato de amonio
10% (PA) e 18 uL de TEMED. Anteriormente a corrida, foi adicionado em cada amostra
10 puL de tampdo de corrida Gel Loading Buffer (GLB). Foram pipetados no gel 5 pL de
marcador 100pb DNA e 10 uL de cada amostra contendo GLB. Apos pipetado o marcador
e as amostras, a corrida ocorreu em equipamento de eletroforese em tampao TBE 1X por
cerca de 50 minutos a 110 volts. Ao finalizar a corrida o gel foi fixado por 10 minutos em
solugcdo de etanol (10%), 4cido acético (0,5%) e 89,5 mL de agua MilliQ. A solucdo
fixadora foi reservada e em seguida foi realizada a impregnacdo em nitrato de prata
(0,1%) por 10 minutos ao abrigo da luz. Apds o nitrato de prata o gel foi lavado com agua
MilliQ e foi adicionada solucdo reveladora contendo: 3 g de hidroxido de sodio (3,6%),
300 puL formol (0,3%) em um volume final de 100 mL de agua MilliQ. Apds o
aparecimento das bandas, foi retirada a solugdo reveladora, lavado o excesso com agua

destilada e o gel foi fotografado.

5.12 Transcri¢ao reversa e PCR em tempo real

A transcrigdo reversa e sintese do cDNA seguiu o mesmo protocolo descrito no

item 5.10. As amostras de cDNA resultantes da Transcricdio Reversa (RT) foram
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submetidas a PCR em tempo real utilizando o PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) e os primers descritos na tabela 5. As
amostras (20 ng de cDNA) foram aplicadas em placas de 96 pocos ABI PRISM® 96-Well
Optical Reaction Plate with Barcode (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA),
em duplicata, com o volume final de 20 pL.

As reagdoes da PCR em tempo real, foram realizadas em termociclador
QuantStudio 3 Real-Time PCR System (Applied Biosystems™, Foster City, CA, EUA),
seguindo o ciclo termal: estagio 1) um ciclo de 50 °C/2 minutos; estagio 2) um ciclo de
95 °C/10 minutos; estagio 3) 40 ciclos de 95 °C/15 segundos e 60 °C/1 minuto, estagio 4)
um ciclo de 95 °C/15 segundos e por fim a realizacdo da curva de Melting a 60 °C/1

minuto, para determinagao da especificidade dos fragmentos amplificados.

Tabela 4 - Primers utilizados na RT-qPCR. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para a reagdo de PCR
para a amplificac@o especifica dos genes alvos.

Gene Forward primer (5°-3’) Reverse primer (5°-3°) GenBank Accession
number
RPS28 GCAGAATCCACGCCAGTAC GCTTGTTGTCCAGACC NM 022551
AAG ATTGGC
CDH1  GCCTCCTGAAAAGAGAGT TGGCAGTGTCTCTCCA NM_004360
(Ecad) GGAAG AATCCG
CDH2 CCTCCAGAGTTTACTGCCA GTAGGATCTCCGCCAC NM 001792
(NCad) TGAC TGATTC
SNAIL1 TGCCCTCAAGATGCACATC GGGACAGGAGAAGG NM_005985
CGA GCTTCTC

5.13 Analise da PCR em tempo real

Os dados da PCR em tempo real foram acessados pelo método CT comparativo
([CT médio do gene alvo]-[CT médio do controle endogeno]), o controle enddégeno S18
foi usado para normalizar o gene alvo e gerar o ACT. O AACT ([ACT amostra]-[ACT do

controle]) foi calculado, e 0 24T foi aplicado para obter os niveis de expressio relativa

de cada gene alvo (Schmittgen, Livak, 2001).
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5.14 Ensaio de migracao celular

Para avaliar os efeitos da transfecgdo com o vetor de expressao para SOX3 sobre
os efeitos migratérios das células, foi realizado o ensaio de cicatrizacdo de feridas
utilizando um sistema Ibidi Culture-Insert 2 Well (Ibidi, Martinsried, Germany), um
inserto de silicone que permite a divisdo do poco em dois compartimentos para criar um
campo pseudo-ferida livre de células com uma largura definida (500 pm). Para isso, o
incerto foi posicionado em pocos de uma placa de 24 pogos em que foram semeadas
células SK-MEL-28, sendo 1,25x10* células por compartimento utilizando DMEM
suplementado com 10% SFB. Apo6s 24h, as células foram transfectadas segundo o
protocolo ja descrito, apds 4h o meio foi retirado e foi lavado com PBS para remover
detritos celulares, a placa foi incubada novamente com meio DMEM, contendo 0,5% de
anti-anti ¢ 10ug/ml de mitomicina. Dois pontos da area da ferida foram fotografados no
tempo Oh, 12h, 24h e 36h. O percentual de fechamento da ferida foi calculado de acordo
com a féormula abaixo adaptada de Rotzer e colaboradores (Rétzer ef al., 2016). Onde a
ferida foi determinada medindo a porcentagem de area livre de células restante em
comparagdo com a area de ferida inicial, para isso foi utilizado o programa Image J

(ImagelJ, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA).

_ At = Oh — At = Ah
Fechamento da ferida(%) = [ YT x100

At=0h: area da ferida em t=0h

At= Ah: drea da ferida no tempo de interesse

5.15 Estatistica

Os dados estatisticos foram analisados utilizando o software GraphPad Prism
8.0.2 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA) e foram apresentados como média +
desvio padrdo. Os resultados quantitativos foram comparados por meio dos testes one-
way ANOVA, one-sample T e seus equivalentes a depender da normalidade dos dados, e
avaliados a diferenga entre grupos por meio do pos-teste de Tukey ou o de Dunn. Os
resultados considerados estatisticamente significativos sdo aqueles que apresentam

P<0,05.
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6 RESULTADOS
6.1 Avaliacio da expressiao génica de SOX3 na linhagem SK-MEL-28

Para avaliag@o da presenca da expressao génica de SOX3 na linhagem celular S-
MEL-28, foi realizada RT-PCR convencional. Na analise do gel observou-se que as
amostras foram positivas para GAPDH, mostrando a integridade das amostras apds os
processos de extragdo e RT-PCR. Em contrapartida, ndo foi observada a expressdo de

mRNA para SOX3 na linhagem SK-MEL-28 (Figura 2).

N SOX3 GAPDH TR ik

100 pb

Figura 6 - Expressio de SOX3 na linhagem SK-MEL-28. N marcador 100pb de DNA; SOX3 (126pb)
auséncia de amplificagdo; GAPDH (125pb) gene de referéncia; SOX3 Branco e GAPDH Branco
controles negativo da reagdo de PCR, com auséncia do template. Gel de poliacrilamida mostrando

resultado da PCR convencional. 10 uL do resultado da PCR convencional foi pipetado no gel e
visualizado por impregnacdo com nitrato de prata apos eletroforese a 100V/50 minutos.

6.2 Imunofluorescéncia para SOX3 em células SK-MEL-28 transfectadas com o
vetor pEF1/MycHis/SOX3

O protocolo de imunofluorescéncia foi realizado em todos os grupos
experimentais, incluindo o grupo controle, onde ndo hd a presenca de nenhum DNA
plasmidial adicional, para validagdo da transfec¢do e expressao de SOX3.

A expressao nuclear da proteina SOX3 foi nas células SK-MEL-28 transfectadas
(Figura 3C). Em contraste, as células controle e as células transfectadas com o vetor vazio
pEF1, ndo foi observada a presenga nuclear de SOX3, mas houve uma baixa detec¢do de

fluorescéncia citoplasmatica (Figura 3A e 3B).
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Figura 7 - Expressido de SOX3 avaliada por imunofluorescéncia na linhagem SK-MEL-28 apés
transfecciio com o vetor pEF1/MycHis/SOX3 e vetor vazio pEF1/MycHis. A - Células sem
transfec¢do; B - Células transfectadas com o pEF1-vetor vazio; C - Células transfectadas com pEF1-
SOX3. Fotomicrografias evidenciando a marcagdo nuclear para 4 ',6-diamino-2-fenilindol (DAPI),
marcagdo nuclear e citoplasma para SOX3 (FITC), e sobreposi¢do das imagens (MERGE). As imagens
foram adquiridas com auxilio de microscopio de fluorescéncia invertido Zeiss Axio Vert. Al no aumento
de 400x.

Com base na fluorescéncia emitida pela proteina expressa e imunomarcada nas
células com o anticorpo secundario conjugado com fluor6foro (FITC) foi feito o célculo
de Intensidade de fluorescéncia por cada grupo experimental.

Foi observado que apds andlise da intensidade de fluorescéncia, ficou evidente
que nas células transfectadas com pEF1-SOX3, teve um aumento significativo na
intensidade de fluorescéncia, quando comparada com os demais grupos, confirmando que
o protocolo de transfecgdo utilizado era capaz de produzir uma expressdao proteica de

SOX3 nas células (Figura 4).
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Figura 8 - Intensidade de fluorescéncia da imunomarcacéiio para SOX3 em linhagem SK-MEL-28
apos transfeccio com o vetor pEF1/MycHis/SOX3 e vetor vazio pEF1/MycHis. CTR —
eentrolecélulas sem transfecgdo; CV - transfectado com o vetor vazio pEF1; SOX3 - transfectado com o
vetor de expressao para SOX3. Quantificagdo da intensidade de fluorescéncia de SOX3 imunomarcada
em cé¢lulas transfectadas para supexpressdo de SOX3 e seus grupos controles. Resultado considerando
Média + DP, onde ***p<0,0004 SOX3 em relagdo ao grupo CTR, e **p<0,0060 SOX3 em relagdo ao
grupo CV.

6.3 Viabilidade celular em células transfectadas com o vetor pEF1/MycHis/SOX3

Por meio do ensaio de MTT, avaliou-se a viabilidade das células transfectadas.
Considerando a quantificagdo do cristal de formazan produzido pelas células do grupo
controle (auséncia de adi¢cdo de qualquer DNA) como 100% de viabilidade, observou-se
nas células SK-MEL-28 foi observado uma viabilidade de 92% quando transfectadas com
pEF1/MycHis/SOX3 e 61% quando transfectadas com pEF1/MycHis. Contudo, foi
possivel observar que a transfec¢do e, consequentemente, a maior expressao de SOX3 na
linhagem SK-MEL-28, preservou a viabilidade celular (Figura 5). Assim, como podemos

observar nas imagens adquiridas em microscépio invertido de fundo claro (Figura 6).
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Figura 9 - Viabilidade células das células SK-MEL-28 transfectadas com o vetor
pEF1/MycHis/SOX3 e vetor vazio pEF1/MycHis. CTR — células sem transfec¢@o; CV - transfectado
com o vetor vazio pEF1; SOX3 - transfectado com o vetor de expressdo para SOX3. Percentuais de
viabilidade celular, inferido a partir do método de MTT, na linhagem celular SK-MEL-28 transfectadas
com o vetor para expressdo de SOX3. Resultado considerando Média = DP, onde ****p<0,0001 CV em
comparagao com CTR, ¢ *p<0,0189 SOX3 em comparacdo com CV.
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Figura 10 - Fotomicrografia das células SK-MEL-28, capturada antes e apds a transfecio
transfectadas com o vetor pEF1/MycHis/SOX3 e vetor vazio pEF1/MycHis. A - Células sem
transfecgdo; B - Células transfectadas com o pEF1-vetor vazio; C - Células transfectadas com pEF1-
SOX3. Ilustrando a viabilidade celular inalterada. Na imagem A observa-se o aumento da confluéncia, na
imagem B observamos que apds 24 de transfec¢do apresenta maior presenga de debri celular e algumas
células ndo aderidas, enquando na imagem C observamos que ap6s 24h de transfeccdo, além do aumento
da confluéncia podemos ver a mudanca da morfologia celular em comparagdo com Oh. Aumento de 5x,
microscopio invertido (Wilovert Standard HF 20 — Hund Wetzlar, Wetzlar, Germany).

6.4 Avaliacao por PCR em tempo real da expressao de genes relacionados a TEM
apos a transfeccdo com o vetor pEF1/MycHis/SOX3

Ap0s a transfecgao com o vetor pEF1/MycHis/SOX3 e vetor vazio pEF1/MycHis,

foi realizada a PCR em tempo real para a quantificagao relativa de genes relacionados a

TEM, sendo CDH1/E-cad relacionado a células com perfil epitelial e CDH2/N-cad e Snail

relacionados a células com o perfil mesenquimal.
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Foi possivel observar uma reducao na expressao de mRNA de E-caderina (reducao
de 1,23 vezes), N-caderina (redugao de 2,56 vezes) e um aumento na expressao de Snail
(aumento de 1,60 vezes) nas células transfectadas com o vetor pEF1/MycHis/SOX3

(Figura 7), quando comparado as células transfectadas com vetor vazio pEF1/MycHis.

A E-cad - SK-MEL-28 B N-cad - SK-MEL-28 C Snail - SK-MEL-28
* *
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Figura 11 - Avaliacao da expressao de genes associados a TEM na linhagem SK-MEL-28 apos a
transfeccio com o vetor pEF1/MycHis/SOX3 e vetor vazio pEF1/MycHis. A - Expressao de E-
caderina, B - Expressdo de N-caderina; C - Expressao de Snail. sendo CV transfectado com o vetor vazio
pEF1; SOX3: transfectado com o vetor de expressdo para SOX3; A qPCR em tempo real foi expressa
como ACT, que ¢ o limiar do ciclo (Ct) do gene alvo menos o gene de referéncia, S18. A expressdo génica
relativa foi calculada usando a formula 2—AACT, onde AACT do grupo transfectado menos o ACT do
grupo controle. Os resultados de PCR em tempo real demonstraram menor expressdo de mRNA de E-cad
e N-cad e maior expressdo de mRNA de Snail, comparando o grupo controle com o transfectado, sendo
significativo p<0,05.

6.5 Imunofluorescéncia para E-caderina e N-caderina em células SK-MEL-28
transfectadas com o vetor pEF1/MycHis/SOX3

O protocolo de imunofluorescéncia foi realizado em todos os grupos
experimentais, para identificacdo de E-caderina e N-caderina nas células, apos a
transfec¢do para o vetor de expressao de SOX3 (Figura 8 e 9).

Foi possivel observar, a marcacao citoplasmatica e membranar de E-caderina nas
células sem transfeccdo e transfectadas com vetor vazio pEF1 (Figura 8 A e B). Em
contraste, nas células transfectadas com SOX3, observou-se baixa deteccdo de

fluorescéncia (Figura 8C).
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Figura 12 - Expressio de e-caderina avaliada por imunofluorescéncia na linhagem SK-MEL-28
apos transfecciio com o vetor pEF1/MycHis/SOX3 e vetor vazio pEF1/MycHis. A - Células sem
transfe¢do; B - Células transfectadas com o pEF1-vetor vazio; C - Células transfectadas com pEF1-
SOX3. Fotomicrografias evidenciando a marcagdo nuclear para 4 ',6-diamino-2-fenilindol (DAPI),

marcagdo nuclear e citoplasma para e-cad (FITC), e sobreposi¢ao das imagens (MERGE). As imagens

foram adquiridas com auxilio de microscopio de fluorescéncia invertido Zeiss Axio Vert.Al no aumento
de 400x.

Em adicdo, na marcagdo de N-caderina, foi possivel observar expressiao
citoplasmadtica nas células sem transfec¢do e transfectadas com vetor vazio pEF1 (Figura
9 A e B). Em contraste, nas células transfectadas com SOX3 houve baixa detec¢ao de

fluorescéncia, com presenca de marcacao nuclear (Figura 9C).
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Figura 13 - Expressiao de n-caderina avaliada por imunofluorescéncia na linhagem SK-MEL-28
apos transfeccdo com o vetor pEF1/MycHis/SOX3 e vetor vazio pEF1/MycHis. A - Células sem
transfegdo; B - Células transfectadas com o pEF1-vetor vazio; C - Células transfectadas com pEF1

/MycHis. Fotomicrografias evidenciando a marcacéo nuclear para 4 ',6-diamino-2-fenilindol (DAPI),

marcacao nuclear e citoplasma para n-cad (FITC), e sobreposi¢do das imagens (MERGE). As imagens

foram adquiridas com auxilio de microscopio de fluorescéncia invertido Zeiss Axio Vert. Al no aumento
de 400x.

6.6 Avaliacio da migracdo celular apdés a transfeccio com o vetor
pEF1/MycHis/SOX3 e vetor vazio pEF1/MycHis

Por meio do ensaio de migracdo, foi possivel quantificar a porcentagem de

preenchimento do meio, por células, apds a transfec¢do com o vetor de expressdao para

SOX3 (Figura 10).
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Control

Figura 14 - Fotomicrografia do ensaio de migracio celular utilizando as célula SK-MEL-28 apos
trasnfecciio com o vetor pEF1/MycHis/SOX3 e vetor vazio pEF1/MycHis. Pode-se observar o
fechamento da ferida nos tempos Oh, 12h, 24h e 36h, para diferentes grupos celulares: sem transfego

(Control), transfectado com o vetor vazio (CV) e transfectado com vetor de expressdo para SOX3
(SOX3). Ampliagdo de 5x, microscopio invertido (Wilovert Standard HF 20 — Hund Wetzlar, Wetzlar,
Germany).

Foi realizado o calculo de fechamento da ferida em porcentagem dos tempos 12,
24 e 36h apos a transfecgdo. Foi possivel observar uma menor area de preenchimento da
ferida em células SK-MEL-28 transfectadas com vetor de expressao para SOX3, em todos

os tempos avaliados (Figura 11).
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Figura 15 - Avaliacdo da migracio celular apds transfeccao das células SK-MEL-28 com o
pEF1/MycHis/SOX3 e vetor vazio pEF1/MycHis. CTR - sem transfe¢do; CV - transfectado com o
vetor vazio pEF1; SOX3 - transfectado com o vetor de expressdo para SOX3. Percentual de fechamento
da ferida apds 12, 24 e 36h da transfeccgio celular sendo significativo p<0,05.
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7 DISCUSSAO

As descobertas deste estudo fornecem informagdes valiosas sobre o papel do
SOX3 no processo de transi¢do epitélio-mesénquima em células de melanoma humano.
A analise da expressao génica avaliada por gPCR demonstraram que o principal marcador
epitelial E-caderina, teve uma regulacdo negativa, enquanto o principal marcador
mesenquimal N-caderina, teve uma regulacdo positiva e o fator de transcri¢do envolvido
na alteracdo de epitelial para mesenquimal Snail, também houve uma regulagao positiva.
Além disso, foi visto que as células transfectadas com o vetor de expressao para SOX3
reduzem a migracao celular, sugerindo um papel da SOX3 na regulagdo da invasdo. A
natureza invasiva do melanoma, caracterizada pela sua progressdo, sublinha a
necessidade de explorar novos fatores que contribuem para o seu potencial metastatico
(Shibue; Weinberg, 2017).

TEM ¢ um evento critico na progressdao de tumores invasivos como o melanoma
(Shibue; Weinberg, 2017). Este processo envolve alteracdes fenotipicas nas células,
resultando na perda das jungdes célula-célula e da polaridade apical-basal, aumentando
suas capacidades migratérias e invasivas. Embora a TEM esteja tradicionalmente
associada a células epiteliais, também foi observada em tumores neuroectodérmicos,
incluindo melanoma (Tang et al., 2020). A TEM ¢ crucial na diferenciacdo dos
melandcitos, aumentando o potencial metastatico e a resisténcia aos medicamentos (Ma
et al., 2023). Além disso, ¢ observado a perda da expressao de genes como E-caderina e
a expressdo de fatores de transcrigdo como Snaill em melanomas, que reprimem a
expressao de E-caderina, promovendo a diferenciagdo celular (Pedri ef al., 2022). Esses
dados corroboram com o que observamos em nosso trabalho, onde a expressao de Snail
aumentou e E-cad diminuiu apds o aumento de expressdo de SOX3, em células
transfectadas.

A expressao e funcao de diferentes membros da familia SOX ja foram descritas
em melanomas, como por exemplo SOX9 e SOX10. Sendo que, SOX10 promove o inicio
e a progressao do melanoma. Enquanto SOX9, resulta na parada do ciclo celular e indugao
da apoptose em cé¢lulas de melanoma (Shakhova et al., 2015). SOX3 tem sido implicado
em varios tumores ¢ associado ao aumento de malignidade (Castillo; Sanchez-Cespedes,
2012; Grimm et al., 2020). Mas a expressao e fungcdo de SOX3 no melanoma ainda nao

foi elucidado.
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No presente estudo, a expressao de SOX3 foi avaliada na linhagem tumoral SK-
MEL-28. Nao se tem registros em banco de dados que informem se possui ou niao a
expressdo de SOX3 (The Human Protein Atlas, 2023). Neste estudo, foi observado que
ndo se tem a expressao génica e proteica para SOX3, em células SK-MEL-28, tanto na
analise de RT-PCR quanto na imunofluorescéncia. Outros estudos que realizaram a
transfeccdo de SOX3 em outras linhagens celulares, como T98 e A172 de glioblastoma
(Vicentic et al., 2018), MDA-MB-231 de mama (Silva ef al., 2022), foram vistos, que
antes da transfec¢do as linhagens também apresentaram uma expressao basal mais baixa
ou ndo expressavam SOX3 nas células.

A transfeccao e o aumento de SOX3, ndo teve impacto significativo na viabilidade
celular quando comparada com as células controle, mas quando comparado com as
células que foram transfectadas com o vetor vazio foi possivel observar um aumento da
viabilidade das células transfectadas com SOX3. A avaliagdo de proliferagdo e morte
celular devem ser realizadas para identificar a influéncia da expressdao de SOX3 na
proliferacao e sobrevida de melanocitos neoplasicos. Em outros estudos, que avaliaram a
viabilidade das células utilizando o método de MTT, observou-se que, em nas linhagens
US87 e U251, de glioblastoma a alta expressdo de SOX3 estd associado a uma maior
viabilidade das células (Vicentic et al., 2018).

Na avaliagdo da expressao de genes envolvidos na TEM, foi possivel observar que
a transfeccdo de SOX3 pode desempenhar um papel na regulacdo da expressdo génica
dentro das células. As células SK-MEL-28 que expressam SOX3 mostraram uma
regulacdo negativa dos niveis de mRNA de E-caderina e uma regulagdo positiva dos
niveis de mRNA de N-caderina.

Quando observado o papel da SOX3 em genes associados a TEM, foi visto que
estudos utilizando a linhagem celular MG63 de osteossarcoma, quando héd um aumento
da SOX3 ocorre uma diminui¢cdo de E-caderina e um aumento de N-caderina, enquanto
na linhagem U20S ocorre um aumento da expressdo de E-caderina e uma diminui¢do na
expressao de N-caderina (Qiu et al., 2017). Demonstrando que a expressao de SOX3 pode
gerar resultados diferentes dependendo do tipo de tumor e de suas caracteristicas.

Além dos achados de E-caderina e N-caderina, foi observado um aumento na
expressdo de mRNA de Snail nas células transfectadas com o vetor de expressdo para
SOX3. Possivelmente, a SOX3 estd associada a essa interagao regulatoria Snail-E-
caderina em melanomas. Nossos resultados sdo compativeis com esse comportamento. O

aumento da expressdao de Snail pode ser associado ao fato de que os genes do subgrupo
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de SoxB1 sejam comumente caracterizados como ativadores transcricionais (Uchikawa;
Kamachi; Kondoh, 1999). Em contraste aos nossos resultados, um estudo utilizando uma
linhagem celular de melanoma demonstrou que quando hé expressao de Snail nas células,
a expressdo de SOX3 ¢ mais baixa. (Acloque et al., 2011) No entando, em estudos
utilizando linhagens de osteosarcoma a expressdo de Snail também era regulada
positivamente quando comparada com as células controle (Guo et al., 2018; Qiu et al.,
2017).

A expressao de SOX3 reduziu a migragdo das células SK-MEL-28. Esse perfil
menos invasivo, ndo foi visto em outros tumores. Na linhagem MG63 de osteossarcoma,
o aumento da expressao de SOX3 foi associado a uma maior migragao das células (Qiu
et al., 2017). Na linhagem ECA109 de carcinoma esofagico o silenciamento de SOX3
reduziu a migracao das células (Cai et al., 2016)

Nossos resultados indicam que a expressdo de SOX3 em melanomas pode
contribuir para as mudancas fenotipicas associadas a TEM e a migragdo das células. Sua
conexdo com Snail no melanoma pode destacar seu papel como alvo terapéutico

promissor para se tornar um biomarcador molecular no contexto do melanoma.
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8 CONCLUSAO

Em conclusio, este estudo auxilia na compreensao da agao do fator de transcrigao
SOX3 nos principais marcadores do processo TEM em células de melanoma humano. Os
achados demonstram que o fator de transcricdo SOX3 pode contribuir para as mudangas
fenotipicas associadas a TEM e ao controle da migracao celular, mediada pela regulagao
negativa dos marcadores E-caderina e N-caderina, possivelmente associado a regulagao
positiva de Snail. Podemos concluir que a SOX3 influencia a TEM na linhagem celular
SK-MEL-28, o que abre oportunidade de estudos que explorem o seu potencial como alvo

prognostico e terapéutico, no manejo desse cancer agressivo.
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10 ANEXOS
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Figura 16 - Amplificaciio do gene de S18. A qPCR foi feita em duplicata para cada grupo. A linha

representa o CT.
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Figura 17 - Amplificacio do gene E-cad (CDH1). A qPCR foi feita em duplicata para cada grupo. A

linha representa o CT.
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Figura 19 - Amplificacio do gene Snail. A qPCR foi feita em duplicata para cada grupo. A linha
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Figura 18 - Amplificacio do gene N-cad (CDH2). A qPCR foi feita em duplicata para cada grupo. A
linha representa o CT.



